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Abstract
　　Placental　protein　14　（PP14）　was　originally　isolated　from　the　human　term　placenta　and　its　membrane
by　Bohn　et　al．　in　1982．　lt　is　a　glycoprotein，　with　a　molecular　weight　of42，000－43，000　Da　containing　17．5910
carbohydrate．　The　isoelectric　point　of　PP14　is　4．6　and　its　electrophoretic　mobility　is　intermediated
between　a　1　and　a　2　globulin．　The　precise　biological　role　of　PP14　remains　unknown．　However，　PP14　is
believed　to　have　an　important　immunosuppressive　activity　during　reproductive　life．　A　radioimmunoassay
（RIA）　method　employed　to　demonstrate　the　presence　of　circulating　PP14　in　apparently　normal　ovulating
women　and　pregnant　women　showed　the　average　levels　to　be　11．52±6．47　IU／1　during　menstruation，
2．341±1．93　IU／1　in　the　proliferative　phase，　and　8．21±7．03　IU／1　in　the　secretory　phase．　ln　pregnant
women，　the　highest　levels　of　circulating　PP14　can　be　seen　at　the　10th　week　of　gestation，　and　after　that
it　declines　slowly　and　the　levels　remain　stable　until　delivery．　Using　an　indirect　avidine　biotine　complex
（ABC）　method　in　immunohistochemical　study，　we　found　that　PP14　was　positively　stained　in　40910　of
glandular　epithelium　during　the　proliferative　phase　and　90910　during　the　secretory　phase．　The　intensity
of　the　staining　was　more　prominent　in　the　secretory　phase．　However，　PP14　was　not　present　in　stroma
throughout　the　menstrual　cycle．　Although　marked　positive　staining　was　observed　in　the　decidua，　the
staining　was　negative　in　placental　villi　and　endometrium　of　postmenopausal　women．　ln　placenta
membrane　most　of　the　PP14　staining　was　found　at　the　decidua　site　of　the　membrane．　Our　present　studies
show　that　both　nonpregnant　human　secretory　endometrium　and　pregnant　human　endometrium　synthe－
sizes　PP14　in　vitro　and　the　cyclohexamide　partially　inhibited　PP14　release　from　the　endometrium．
Moreover，　PP14　mRNA　is　detected　in　the　endometrium　using　ribonucleic　acid　isolation　and　reverse
transcriptase　polymerase　chain　reaction　（RT－PCR）　method．　Therefore，　we　conclude　that　human
secretory　endometrium　can　synthesize　and　secrete　PP14　and　that　the　synthesis　and　secretion　is　hormone
dependent．　Moreover，　PP　14　appears　to　play　a　very　active　immunosuppressive　role　during　implantation
and　early　placentation．
Introduction
　　Human　endometrium　can　produce　and　secrete　several　kinds　of　protein，　under　the　influence　of
progestrone，　which　in　turn　can　influence　reproduction　at　the　micro－anatomical　lelvel．　The　effects　of　these
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proteins　on　endometrial　morphology　are　well　recognized　in　the　histopathological　diagnosis　of　infertility．
Placental　protein　（PP　14）　was　originally　isolated　from　the　human　term　placenta　and　its　membrane，　hence
the　name　given　to　it　by　Bohn　et　al．　in　1982i）．　ldentical　proteins　were　described　by　other　authors　in　various
other　laboratories　and　were　given　other　names　such　as　uterine　a　protein　by　Sutcliffe　et　al．　in　19822），
progesterone－dependent　endometrial　protein　by　Joshi　et　al．　in　19803），　and　a　2　endometrial　protein　by　Bell
et　al．　in　1985‘）．　PP14　is　a　glycoprotein，　with　a　molecular　weihgt　of　42，000－43，000　Da　containing　17．5910
carbohydrate．　The　isoelectric　point　of　PP14　is　4．6　and　its　electrophoretic　mobility　is　between　cr　1　and　a　2
globulins　（Bohn　et　al．　1982）i）．　The　biological　function　of　PP14　remains　unclear．　However　PP14　is
believed　to　have　an　important　immunosuppressive　activity　during　implantation　and　early　placentation5）．
It　has　been　reported　that　PP14　can　also　be　detected　in　serum　and　its　level　is　associated　with　the　phase
of　the　menstrual　cycle6）．　The　purpose　of　this　study　was　to　investigate　and　confirm　whether　human
endometrium　can　synthesize　and　secrete　PP14．　PP14　from　normal　secretory　endometrium，　endometrium
of　postmenopausal　women，　decidua　and　villi　was　detected　immunohistochemically　and　the　serum　PP14
1evels　were　measured　by　RIA．　To　examine　the　cellular　origin　of　PP14，　secretory　phase　endometrium，
decidua　and　villi　were　cultured　and　the　cultured　media　were　analyzed　by　RIA．　The　RT－PCR　method　was
employed　to　detect　expression　of　PP14　mRNA　in　those　cells．　We　attempted　to　determine　whether　PP14
can　be　used　as　a　marker　to　assess　the　endometrial　status　at　both　endometrial　and　peripheral　levels　during
normal　physiological　menstrual　cycle　and　pregnancy．
Materials
　　Tissues
　　Endometrial　tissues　were　obtained　from　non－pregnant，　and　menopausal　women，　who　underwent
curettage　or　hysterectomy　for　benign　pelvic　diseases．　Endometrial　tissues　of　early　pregnancy　（decidua）
and　vMi　were　collected　from　women　undergoing　therapeutic　termination　of　pregnancy．　Multiple　paraffm
sections　were　obtained　from　each　case　and　prepared　for　the　immunohistochemical　localization　studies．
Secretory　phase　wet　endometrial　tissues，　decidua　and　villi　were　collected　and　prepared　for　bioculture．
Kliman，s　method7）was　used　fbr　purification，　characterization　and　in　vitro　differentiation　of　cytotropho－
blasts　and　syncytotrophoblasts　from　human　term　placenta．
　　Serum
　　A　total　of　180　blood　samples　from　different　menstrual　phases　were　collected　from　women　with　a　normal
menstrual　cycle，　250　samples　from　pregnant　women　at　different　gestational　weeks　and　11　samples　from
postmenopausal　women．　Sera　were　separated　and　stored　at　一200C　until　analysis．
Methods
　　Histological　studies
　　In　addition　to　routine　histopathological　examination，　all　tissue　samples　were　examined　histologically　to
determine　the　date　of　the　menstrual　cycle8）．　The　staining　kits　（Histofine　SAB－PO　（R）　Tokyo，　Japan）　and
3，3－diamino　benzidine　tetra　hydrochloride－plus　kit（Zymed　Lab，　inc．　So　San　Franscisco，　USA）were　used
according　to　the　manufacture’s　instructions．　The　PP14　polyclonal　antibody，　which　was　kindly　donated
by　Professor　B．　Teisner　（lnstitute　of　Medical　Microbiology，　Odense　University，　Odense，　Denmark）　was
used　at　a　dilution　of　1：200．　The　sections　were　deparaffrmized，　rehydrated，　treated　with　O．01910　H202　in
metha’nol　to　block　endogenous　peroxidase　and　were　stained　by　the　indirect　ABC　standardized　staining
technique　according　to　the　kit　instructions．　The　sections　were　lightly　counterstained　with　hematoxylin．
The　areas　of　precipitation　within　the　endometrium　structures　such　as　cytoplasm　of　the　glandular　lumen，
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surface　epithelium　cells　and　stroma　cells　were　examined　and　the　intensity　of　staining　was　compared．
　　Radiolabelling
　　Pure　PP14　was　iodinated　by　a　modification　of　the　method　of　Greenwood　et　a19）．　Two　hundreds　＃Ci
of　iodine－125（Amersham，　IMS　30，　England）was　added　to　l　OμI　of　O．25M　phosphate　buffer（pH　7．4），
and　followed　by　the　addition　of　5　＃1　of　pure　PP14　（5　＃g）．　The　iodination　reaction　was　initiated　by　the
addition　of　10pt　1　chloramine－T　（1．5　mg／ml）　in　50　mM　phosphate　buffer　（pH　7．4）　containing　O．15M
sodium　chloride　（PBS）．　After　30　seconds，　the　reaction　was　terminated　by　the　addition　of　100　＃1　cysteine
（O．13　mg／ml）　in　PBS．　Four　hundrede　＃1　potassium　iodide　（49（o）　in　PBS　containing　1910　bovine　serum
albumin　（BSA；Sigma　Chemical　Co，　Stlouis，　MO）　was　added　to　the　iodination　mixture．　After　mixing，　the
reactants　and　products　were　applied　onto　a　molecular　sieve　column（0．9×25　cm）of　Sephadex　G－50
（Pharmacia，　Uppsala，　Sweden）．The　column　was　eluted　with　PBS　containing　19ro　BSA　（assay　buffer）　at
250μ1／min　and　l　ml　fractions　were　collected．　Fractions　6－7（the　first　peak）demonstrated　acceptable
immuno－reactivity　when　tested　against　anti－PP14　antibody，　and　were　pooled　and　stored　at　4℃fbr　use
in　RIA．
　　RIA　（Radioimmunoassay）　procedure
　　The　RIA　procedure　which　was　used　in　the　present　experiment　is　a　protocol　similar　to　that　described
by　Sinosich　et　aliO）　in　1982．　The　RIA　was　carried　out　in　10×75　mm　disposable　plastic　tubes　in
duplicatez：100　pt　1　of　PP14　standards（range　l－5001U／1）in　l％BSA，　or　l　OOμl　samples　were　incubated
overnight　at　room　temperature　with　100　pt　1　of　labeled　PP14　（10，000　cpm）　and　100　＃1　of　rabbit　anti－PP14
antibody　diluted　1：20，000　in　the　assay　buffer．　The　standards　were　calibrated　using　a　pool　of　second
trimester　amniotic　fluid，　which　was　assigned　an　arbirtary　value　of　10，000　IU／1．　Antibody－bound　and　free
radioactive　PP　14　were　separated　by　adding　50　”1　of　normal　rabbit　serum　diluted　1：50　in　assay　buffer，
100　＃1　of　donkey　anti　rabbit　gammaglobulin　serum　（IDS，　England）　diluted　1：26　in　assay　buffer　and　500
pt　l　of　7．59（o　polyethylene　glycol　6，000　in　assay　buffer．　After　mixing，　the　plastic　tubes　were　incubated　at
room　temperature　for　30　minutes　and　centrifuged　at　1，500×g　for　30　minutes　at　room　temperature．　The
supernatants　were　aspirated　and　the　pellets　were　counted　for　1　min　in　a　Multigamma　counter．
　　Bioculture
　　Normal　secretory　phase　endometrium，　decidua　and　villi　were　obtained　and　were　washed　twice　in
calcium　magnesium　free　（CMF）一Hanks　buffer　solution　and　then　were　cut　into　3－5　mm3　pieces．　Each
experiment　included　six　parallel　cultures　in　polystyrene　multiwell　tissue　culture　plates　with　flat　bottoms
（Corning　Co．　Ltd，　New　York）　culture　media　counted　of　4　ml　of　GIT　medium　（Wako　pure　chemicals　Co．
Ltd，　Osaka，　Japan）　supplemented　with　fungizone　（O．5　＃g）　in　each　culture　well．　ln　order　to　study　the
inhibition　of　protein　synthesis　and　the　release　of　PP14，　cyclohexamide　（final　concentration　1　ng／1）　was
added　to　three　culture　wells　in　each　of　the　six　parallel　culture　plates．　After　an　incubation　at　37eC　（5（i70
CO2－9590　air），　all　the　cultured　medium　specimen　were　removed　every　24　hours　from　the　each　well　and
replaced　by　the　same　amount　of　fresh　culture　medium．　All　the　cultured　medium　specimens　were　stored
at　一20eC　until　analysis．
　　RT－PCR　method
　　Isolation　of　mRNA　was　carried　out　according　to　the　reverse　transcriptase　polymerase　chain　reaction
（RT－PCR）　method．
　　Total　ribonucleic　acid（RNA）was　extracted　by　RNAZOI」一B　according　to　the　manufacturer，s　instruc－
tions．　For　mRNA　detection，　oligonuclotide　primers　for　PP14　and　forβ一actin　were　synthesized．　mRNA
phenotyping　consisted　of　reverse　transcription　of　mRNA　followed　by　amplification　of　complimentary
deoxyribonucleic　acid　fragments　by　polymerase　chain　reaction．　The　mRNA　was　reverse　transcribed　with
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Maloney’s　leukemogenic　virus　reverse　transcriptase　and　3’oligo　（deoxythymidine）　primer．　Reverse
transcription　was　performcd　in　50　mmol／l　potassium　chloride，20　mmol／l　tris－hydrochloric　acid，　pH　8．4，
2．5mmol　magnesium　chloride，100μg／ml　ribonuclease－free　bovine　serum　albumin，0．15μmol／13，一
specific　primers　of　PP14　or　P－actin，　1　mmol／1　deoxyribonucleoside　triphosphate　mix，　50　mmol／1　DL－
dithiothreitol　and　20　pt　m　ribonuclease　inhibitor　in　20　pt　1　final　volume．　The　reaction　was　performed　for　1
hour　at　370C　followed　by　polymerase　chain　reactions．　All　reverse　transcriptase　products　were　used　for　the
polymerase　chain　reaction．　The　reaction　mixture　volume　was　100　pt　1　in　the　same　buffer　as　described　for
the　reverse　transcriptase　reaction，　O．15　pt　mol／1　of　specific　primers　and　2．5　units　of　T．　aquaticus　polymer－
ase．　The　mixture　was　overlayed　with　mineral　oil　to　prevent　evaporation　and　then　was　amplified　by
polymerase　chain　reactions　in　a　repeated　three－temperature　cycle（95℃｛br　one　min，54．5℃for　one　min，
and　720C　for　one　min　for　30　cycles）　and　10　minutes　at　720C　after　the　last　amplification　cycle．　The
polymerase　chain　reaction　fragments　were　separated　on　a　mixture　of　29（o　Agarose　in　TBE　（O．089　Tris
base，　O．089　mol／1，　boric　acid，　and　O．002　mol／1　ethylene　diamine　tetra　acetic　acid，　PH　8．3）　gels　and　stained
with　ethidium　bromide．
Results
　　Histological　study
　　Staining　was　seen　in　4090　of　endometrial　glands　in　proliferative　endometrium，　when　studied　by　the
indirect　ABC　method　（Fig．　1）．In　the　secretory　phase，　intense　immunostaining　was　observed　in　90910　of
the　endometrial　glandular　epithelium　（Fig．　2）．　Stroma　cells　were　not　stained　for　PP14　in　either　phases．
In　decidua　the　extent　of　the　stain　was　limited　to　decidualized　epithelial　cells　and　stroma．　The　staining
intensity　was　more　prominent　in　epithelial　cells　（Fig．　3）．　The　placental　membrane　also　was　stained
positively，　however　the　staining　intensity　was　stronger　in　the　decidua　area　of　the　membrane　（Fig．　4）．　No
specific　immunostaining　for　PP14　was　observed　in　villi　or　endometrium　of　postmenopausal　women　（Fig．
5，　6）．
　　RIA　study
　　We　examined　the　standard　curves　of　RIA　for　the　PP14　（Fig．　7）　and　the　cross　reaction　between　PP14
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Fig．　1　lmmunohistochemical　staining　for　PP14
　　　in　proliferative　phase　endometrium．
　　　Staining　was　limited　to　4090　of　endometrial
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Fig．　2
　　　in　secretory　phase　endometrium．
　　　9090　of　the　endometrial　glands　were　stained
　　　by　PP14　and　the　intensity　of　staining　was
　　　more　prominent　than　in　the　proliferative
　　　phase．　×330
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　　Fig．　3　lmmunohistochemical　staining　for　PP14
　　　　　in　decidua　at　8　week　of　pregnancy．
　　　　　PP14　is　limited　to　decidualized　epithelial　cells
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Fig．　4　lmmunohistochemical　staining　for　PP14
　　　in　placental　membrane．
　　　PP14　was　 ocalized　on　the　decidua　site　of　the
　　　placental　membrane．　×330
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Fig．　5　lmmunohistochemical　staining　for　PP14
　　　in　villi．
　　　No　PP14　staining　was　found　in　villi．　×330
　　Fig．　6　No 　staining　was　found　in　the　en－
　　　　　dometrium　of　a　postmenopausal　woman．　×
　　　　　330
antibody　and　other　major　pregnancy　associated　proteins　（hCG，　SP　I，　PP13，　PP19）．　Cross　reactivities　of
the　antibodies　were　insignificant　（hCG，　SP　I，　PP13，　PP19，　〈O．Ol）．　The　standard　curve　for　log　PP14
concentration　was　essentially　linear，　being　between　2－200　IU／1，　and　the　detection　threshold　was　1　IU／1
（Fig．　7）．The　coefficients　of　variance　for　interassay　difference　assay　were　12．1910　at　5．6　IU／1，　9．1910　at　27．
3　IU／1　and　8．59．　at　121．8　IU／1，　and　for　intraassay　were　8．190　at　5．6　IU／1，　5．50ro　at　35．4　IU／1　and　6．39．
at　108．4　IU／1．　Dilution　test　of　PP14　by　RIA　showed　a　linear　curve　in　3　different　samples　with　different
concentrations　（2　times，　4　times，　8　times，　16　times　and　32　times　dilutions，　Fig．　8）．
　　We　also　obserVed　statistically　significant　fluctuations　of　circulating　PP14　levels　in　relation　to　menstra－
tion　and　ovulation　in　180　samples　from　appearently　normal　ovulating　women．　Circulating　levels　of　PP14
started　to　rise　one　week　after　ovulation　and　the　highest　levels　seen　in　ovulating　women　during　the
menstrual　and　premenstrual　phase　（Fig．　9）．　The　mean　levels　of　PP14　were　11．52±　6．471U／1　during
menstration，　2．34±　1．93　IU／1　in　proliferative　phase，　8．21±7．03　IU／1　in　secretory　phase　and　1．01±　O．95
1U／1　in　postmenopause　stage．
In　pregnant　women　the　highest　levels　of　circulating　PP14　seen　during　the　10　week　of　gestation　and
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Fig．　7　The　standard　curve　of　radioimmunoassay　for　PP14．
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Fig．　8　Dilution　test　of　PP14　by　RIA　with　differ－
　　　ent　concentrations．　（×2　×　4，　×8　×16　×32
　　　dilutions）．　Results　are　expressed　as　IU／1．
．
．
．
　　　　　　　　　　　　　5　10　15　20　25　30
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Day
F g． 9　Circulating　PP14　levels　detected　by　RIA
　 　throughout　the　menstrual　cycle．　Results　are
　　 expressed　as　IU／1．　All　menstrual　cycle　data
　　　on　PP14　are　oriented　to　the　frrst　day　of
　　　menstruation　which　was　designated　Day　1．
after　that　it　declined　slowly　and　the　levels　remained　stable　until　delivery　（Fig．　10）．
　　Bioculture
　　In　tissue　culture，　endometrium，　decidua　and　chorionic　villi　released　PP14　into　the　cultured　medium
during　the　120　hour　incubation．　Samples　from　cultured　medium　were　taken　at　24，　48，　72，　96，　120　hour
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（6）
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Fig．　10　Circulating　levels　of　PP14　by　RIA　throughout　pregnancy．
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Fig．　11　Release　of　PP14　by　endometrial　tissue　culture．
　　　Results　are　expressed　as　IU／1　in　100　mg　wet　tissue．
of　incubation．　Secretory　endometria　and　decidua　released　measurable　amounts　of　PP14，　which　were
partially　inhibited　by　cyclohexamide　（Fig．　11，　12）．　Significant　release　of　PP14　from　the　decidua　was
observed　（250　IU／1　in　100　mg　tissue）　at　72　hour　of　incubation．　Compared　with　the　normal　secretory
endometrium，　the　release　of　PP14　from　the　decidua　is　more　abundant．　However，　we　measured　only
scanty　amounts　of　PP14　（2．5　IU／1　in　100　mg　tissue）　in　the　cultured　medium　of　the　placental　villi　（Fig．
13）．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一：without　cycloheximide，　一：with　cycloheximide．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　12　Release　of　PP14　by　decidual　tissue　culture．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results　are　expressed　as　IU／1　in　100　mg　wet　tissue．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　13　Release　of　PP14　by　chorionic　villi　tissue　culture．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results　are　expressed　as　IU／1　in　100　mg　wet　tissue．
　　PP14　mRNA
　　It　was　found　by　the　RT－PCR　method　that　mRNA　was　expressed　in　six　different　samples　of　en－
dometrium，　cytotrophoblasts，　syncytotrophoblasts　and　placenta　（Fig．　14）．　The　fust　lane　shows　the　PP14
mRNA　marker　and　other　lanes（2－6）represent　the　PP14　mRNA　in　placenta，　cytotrophoblasts，
syncytotrophoblasts，　proliferative　endometrium　and　secretory　phase　endometrium　respectively．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Discussion
　　An　increasing　number　of　investigations　reported　that　human　endometrium　synthesizes　and　secretes
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（8）
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Fig．　14　Expression　of　PP14　mRNA　by　RT－PCR　method．
　　　The　first　lane　shows　the　PP14　mRNA　marker　and　other　lanes
　　　　（2－6）show　the　presence　of　PP14　mRNA　in　placenta，　cytotropho－
　　　blasts，　syncytotrophoblasts，　proliferative　endometrium，　and　secre－
　　　tory　phase　endometrium　respectively．
several　proteins　under　the　influence　of　progesterone．　The　present　study　was　undertaken　to　investigate　and
confirm　whether　endometrium　can　synthesize　and　secrete　PP14．
　　According　to　our　histopathological　results　（Fig．　1，　2），　PP14　was　identified　only　in　the　epithelial　cells
of　the　uterine　mucosa　in　both　the　proliferative　and　secretory　phase．　However，　the　concentration　of　PP14
was　much　higher　and　stronger　in　the　secretory　phase　（Fig．　2）．　We　showed　that　PP14　was　localized　in
the　glandular　and　surface　epithelium　of　the　endometrium，　and　the　present　study　substantiates　that　PP14
is　synthesized　and　secreted　by　the　secretory　endometrium（Fig．2）．Our　RT－PCR　analysis　showed　that
PP14　is　encoded　by　mRNA　expressed　in　human　endometrium，　cytotrophoblasts　and　syncytotrophoblasts
（Fig．　14）．　However，　no　specific　immunostaining　for　PP14　was　observed　in　the　villi　and　endometrium　of
postmenopausal　women　（Fig．　5，　6）．　The　reason　for　this　negative　staining　in　villi　is　probably　due　to
insufficient　amounts　of　PP14　in　the　chorionic　villi，　although　expression　of　its　mRNA　could　be　revealed．
by　the　RT－PCR　method　（Fig．　14）．　Subsequent　tissue　culture　of　the　endometrium，　decidua　and　chorionic
villi　（Fig．　12，　13，　14）　for　PP14　indicated　that　PP　14　was　released　from　the　endometrium．　According　to
our　results，　a丘er　72　hours　of　tissue　culture，　the　decidua　tissue　revealed　5－100　times　higher　levels　of　PP14
compared　to　the　secretory　phase　endometrial　tissue　culture　and　placenta　villi　tissue　respectively．　These
findings　prove　that　endometrium　and　decidua　produced　abundant　PP14　whereas　chorionic　villi　does　only
a　minimal　amount，　and　the　production　was’垂≠窒狽奄≠撃撃凵@inhibited　by　cyclohexamide　（Fig．　12）．　Thus，　the
expression　of　PP14　mRNA　demonstrated　by　RT－PCR　analysis　was　positive　in　cytotrophoblasts　and
syncytotrophoblasts　while　PP14　could　not　be　detected　by　immunohistochemical　analysis．
　　PP14　is　also　detectable　in　serum　of　non－pregnant　women．　We　have　observed　statistically　significant
fluctuation　of　circulating　PP14　in　relation　to　menstruation　and　ovulation，　the　highest　levels　being　seen
in　ovulating　women　during　the　menstrual　and　premenstrual　phase　（Fig．　9）．　The　lowest　levels　were　seen
during　the　ovulating　phase．　This　biphasic　pattern　of　PP14　secretion　throughout　the　menstrual　cycle　is　not
observed　in　anovulatory　women6）．　Neither　the　protein　nor　its　mRNA　is　reported　to　be　found　in　the
endometrium　after　day　5　of　the　menstrual　cycle　and　they　remain　undetectable　in　tissue　until　day　5　after
ovulation　i．e．　around　the　time　of　implantationii）．　However　out　present　studies　substantiate　that，　in　both
the　proliferative　and　secretory　phases，　endometrium　and　serum　contained　measurable　PP14　and　its
mRNA．　We　also　found　PP14　in　the　serum　of　pregnant　women　throughout　pregnancy　（Fig．　10）　and　the
rate　of　synthesis　of　serum　PP14　was　markedly　higher　in　the　10th　week　of　gestation　and　its　secretory
pattern　resembled　that　of　human　chorionic　gonadotrophin　（hCG）．　This　may　be　due　to　the　most　active
stage　of　decidua　and　early　formation　of　placenta　at　this　period．
　　The　biological　function　of　PP14　is　still　unclear．　Bolton　et　al．　（1987）5）　reported　inhibition　of　the　mixed
（9）
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1ymphocyte　reaction　by　PP14　and　suggested　an　irrimunosuppressive　role　in　human　reproduction．
Okamoto　et　al．　（1991）’2）　reported　that　PP　14　inhibits　natural　killer　（NK）　cell　activity　and　it　also　inhibits
phytohemagglutinin－stimulated　T－cell　proliferation．　The　PP14　may　be　a　very　important　factor　that
protects　the　implantating　embryo．　lt　has　been　suggested　by　Bell　et　al．’3）　that　PP14　binds　retinol　and　is
involved　in　the　transport　of　retinol　from　the　endometrium　to　the　trophoblasts　during　implantation　and
placental　development．　However，　Seppala　et　aL（1991）14）failed　to　detect　retinol－binding　properties　of
PPl生Significantly　lower　precipitating　areas　of　PP14　have　been　noted　in　women　with　retarded　en－
dometrium　and　this　may　adversely　affect　uterine　receptivity　during　implantation　and　the　early　placenta－
tion　phasei5）．　PP14　can　be　used　as　an　endometrial　marker　for　the　assesment　of　endometrial　development
and　identification　of　retarded　endometrium．
　　The　overall　appearance　of　PP14　localization　suggests　that　the　synthesis　and　secretion　of　PP14　is
influenced　by　ovulation　and　luteal　function，　and　is　associated　with　endocrine　events．　This　protein　is
produced　in　the　luteal　phase　and　throughout　pregnancy．　There　is　thus　a　probable　positive　correlation
between　reproductive　hormone　and　PP14　secretion．　Several　studies　have　suggested　that　PP　14　production
is　dependent　on　progesterone　secretioniO）i6）i7）．　This　is　supported　by　the　finding　that　serum　PP14　levels
increased　after　oral　administration　of　micronized　oral　progestrone　in　normally　ovulating　women　with
unexplained　infertilityi8）　whereas　in　hormone　replacement　therapy　（HRT）　of　postmenopausal　women，
the　concentration　of　serum　PP　14　elevated　during　the　last　week　of　the　cycle　when　both　estrogen　and
progestrogen　were　taken，　and　the　elevation　is　greater　in　those　women　with　an　intact　uterus　compared　to
hysterectomized　womeni8）．　Figure　6　shows　the　total　absence　of　the　specifically　immunostained　for　PP14
in　the　endometrium　of　postmenopause　women．　This　is　perhaps　due　to　absence　of　reproductive　hormones．
However，　the　in　vitro　studies　showed　progesterone　does　not　induce　PP14　synthesisi9）．　This　is　further
supported　by　the　fact　that　the　findings　of　highest　levels　of　PP14　are　seen　only　after　6　days　of　peak
progesterone　levels’6）．　PP14　levels　did　not　decrease　after　the　use　of　mifepristone　（RU　486），　the
progesterone　antagonist20）．　Maternal　circulating　levels　of　PP14　fell　after　10　weeks　of　gestation　and　the
level　remained　stable　until　delivery　although　the　progesterone　level　remained　high．
　　From　the　correlation　between　low　follicular　phase　estradiol　and　low　luteal　phase　PP14　levels，　it　was
suggested　that　endometrial　PP14　synthesis　in　the　luteal　phase　may　be　regulated　by　estrogen　in　the
follicular　phase2’）．　The　anti－oestrogenic　effect　of　clomiphene　inhibits　endometrial　proliferation　in　the
follicular　phase，　and　clomiphene　induced　pregnancies　have　depressed　levels　of　PP14　throughout　the　first
trimester22）．
　　The　cencentration　of　PP14　is　100－1，000　fold　higher　in　amniotic　fluid　when　compared　with　maternal
blood23）．　However　in　the　absence　of　a　clearly　defined　function，　the　biological　significance　of　the　dramatic
rise　of　PP14　in　amniotic　fluid　in　the　early　mid　trimester　remains　enigmatic24）．　The　differentiation　of　the
endometrium　is　accompained　both　with　the　enhanced　synthesis　and　secretion　of　specific　proteins．　These
proteins　could　be　secreted　in　vivo　into　the　lumen　of　the　uterus，　the　amniotic　fluid　or　the　general
circulation．　Deficient　production　of　endometrial　PP14　may　result　in　an　altered　immunologic　environment
during　the　early　phases　of　pregnancy，　especially　in　habitual　aborters2‘）．
　　In　conclusion，　we　would　like　to　say　that　PP14　is　synthesized　by　the　secretory　and　decidualized
endometrium．　Based　on　localization　of　both　the　protein　and　its　mRNA　in　the　glands，　PP14　appears　to
be　exclusively　a　glandular　marker　in　the　endometrium．　Further　research　is　required　to　determine　whether
PP14　has　the　potential　of　serving　as　a　simple　and　noninvasive　marker　of　endometrial　function　in
reproductive　life．　Prospective　studies　on　the　clinical　application　of　PP14　measurement　have　been　initiated
to　assess　its　utility　in　the　study　of　progesterone　action　in　fertile　and　infertile　women．
（10）
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ヒト子宮内膜よりのPlacental　Protein　14（PP　14）の
　　　　　　　　　　　　　産生・分泌に関する検討
ジョシ・ラナ・バラル　鈴木良知　弓立
　　　　　　　　　　　　井坂恵一　高山雅臣
環
東京医科大学産科婦人科学教室
　　Placental　Protein　14は1982年にはじめてBohnらによって，ヒト満期胎盤の可溶性抽出液より分離され
た分子量42，000－43，000の糖タンパク質である．17．5％の糖質を含有し，電気泳動でα1一α2分画を示し，等
電点が4．5を示す．その生物学的活性としては免疫抑制作用を有することが知られている．今回我々はPP14
に対するRIAを開発し非妊婦および妊婦血清中PP14濃度を測定し，さらに免疫組織学的手法によりPP14
（12）
September，1996　BARAL，　et　al．：Synthesis　and　secretion　of　PP　14　in　human　endometrium一　459　一
の生体内動態について検討を行った．またPP14　mRNAの子宮内膜よりの発現をRT－PCR法を用いること
により証明した．
　我々が開発したPP14に対するRIAは，高感度であり，再現性，特異性に優れたものであった．正常非妊
婦血清中PP14濃度は，排卵期に最も低値を示し，黄体期中期頃より上昇し始め月経前後でピークを示した．
月経期，増殖期，分泌期の平均PP14濃度は各々11．52±6．471U／1，2．34±1．931U／1，8．21±7．031U／1であっ
た．母体血清中PP14濃度は妊娠5週より10週にかけて急激な上昇を認め，妊娠10週でピークに達したが，
以後徐々に減少し，妊娠末期まで一定の濃度を維持した．免疫組織染色において，増殖期子宮内膜腺細胞の
40％にPP14の染色性が観察され，さらに分泌期においては子宮内膜腺細胞の90％の細胞にPP14の局在が
観察された．しかし閉経期子宮内膜においてはPP14の染色性は全く観察されなかった．一方脱落膜において
は腺細胞のみならず，間質細胞にも強い染色性が観察されたが，絨毛においてはPP14の染色性は全く観察さ
れなかった．In　vitroにおいてPP14が脱落膜，分泌期子宮内膜より産生分泌されているのが観察され，また
その産生分泌はCyclohexamideによって障害された．RT－PCR法により胎盤絨毛および子宮内膜よりPP14
に対するメッセージの発現が観察された．PP14は主に子宮内膜の腺細胞より産生分泌されている蛋白質で
あり，その発現は女性ホルモン，特にプロゲステロンの分泌によりコントロールされていることが示唆され
た．また免疫抑制作用を有するPP14は妊卵の着床および妊娠初期の絨毛の発育において重要な役割を担う
蛋白質であることが推測された．
キーワード＝Placental　Protein　14，免疫組織化学，ラジオイムノアッセイ．
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